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Исследование воздействия 
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Актуальность. Лазерная флуоресцентная спек-
троскопия (ЛФС) широко используется в  раз-
личных медицинских направлениях, наиболее 
известное из которых  – онкология. В  основ-
ном ЛФС применяют для in vivo диагностики 
опухолей. Последние исследования показали, 
что ЛФС можно использовать для диагности-
ки локального воспаления, инициированного 
термическим или механическим воздействием. 
Представляет интерес, возможно ли оценить 
методом ЛФС поражение мягких биологиче-
ских тканей, вызванное лучевым воздействием. 
Цель  – исследование динамики флуоресцен-
ции экзогенного фотосенсибилизатора в  обла-
сти лучевого поражения методом ЛФС in vivo. 
Материал и методы. В исследовании участво-
вали мыши линии SHK (n = 12), правая задняя 
конечность которых подвергалась облучению 
на гамма-терапевтическом аппарате РОКУС-АМ 
(источник 60Co, доза 15 Гр). Перед облучением 
всем животным внутрибрюшинно был вве-
ден фотосенсибилизатор Фотосенс из расчета 
2,5  мг/кг. Измерения флуоресценции проводи-
ли на комплексе многофункциональной лазер-
ной диагностики «ЛАКК-М» в  течение 21  суток, 
длина волны возбуждения флуоресценции  – 
635 нм. Параллельно на 7- и  21-е сутки прово-
дили гистологическое исследование области 
лучевого поражения и  исследование лейко-
цитарной формулы крови экспериментальных 
животных. Результаты. Метод ЛФС выявил 
увеличение накопления фотосенсибилизатора 
в области поражения по сравнению с интактной 
симметричной областью, что приводило к  по-
вышению интенсивности сигнала флуоресцен-
ции в облученной конечности. Динамика сигна-
ла флуоресценции пораженной области имеет 
два характерных максимума – на 3-и и 14-е сут-
ки, что, возможно, отражает динамику развития 
локального лучевого поражения. Заключение. 
Применение метода ЛФС с использованием эк-
зогенного фотосенсибилизатора имеет потен-
циал для персонализированной оценки луче-
вых реакций в радиологии. 
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Уже более 25  лет лазерная флуорес-центная спектроскопия (ЛФС) in vivo находит свое применение в  различ-ных медицинских направлениях [1–3]. 
Наибольшее распространение ЛФС получила 
в онкологии. Сегодня для диагностирования опу-
холевых образований используется множество 
методик, основанных на явлении флуоресценции 
[4–6]. С помощью ЛФС также осуществляют кон-
троль фотодинамической терапии [7].
Недавно мы показали, что регистрацию как 
эндогенных, так и  экзогенных флуорофоров ме-
тодом ЛФС можно использовать для диагностики 
воспалительных процессов в  тканях [8]. Это от-
крывает новые перспективы применения метода 
и  в клинике, и  в экспериментальной медицине. 
Представленная работа направлена на изучение 
возможности оценки методом ЛФС с экзогенным 
фотосенсибилизатором воспалений в  мягких 
тканях после воздействия на них гамма-излуче-
ния, что может найти свое применение в качестве 
метода контроля лучевых реакций в радиологии.
Лучевая терапия в  онкологии признана эф-
фективным методом. При лечении опухолей 
орофарингеальной зоны, например, особенно 
широко используется дистанционная гамма-те-
рапия. Будучи универсальным способом тера-
певтического воздействия на первичную опу-
холь и  зоны регионарного метастазирования, 
она, тем не менее, обладает побочными эффек-
тами  – различными лучевыми реакциями, про-
являющимися в  середине курса терапии в  виде 
локального воспаления, островкового и  сливно-
го эпителиита и  сопровождающимися сильны-
ми болевыми ощущениями [9, 10]. Это приводит 
к  необходимости для каждого пациента делать 
перерыв в радиотерапии, фракционировать дозу 
[11]. Сегодня в арсенале радиологов нет дешевых, 
неинвазивных и  объективных инструменталь-
ных методов прогноза и  оценки момента насту-
пления воспаления у  конкретного пациента, то 
есть отсутствует возможность определить, когда 
этот перерыв целесообразен. Метод ЛФС может 
помочь количественно описать состояние воспа-
ленных тканей после воздействия гамма-облуче-
ния. Соответственно, анализ объективных пока-
зателей позволит сделать фракционирование доз 
в лучевой терапии более обоснованным, персона-
лизированным, а значит, более эффективным.
В литературе можно встретить много описа-
ний отдаленных последствий локального облуче-
ния в относительно больших дозах [12, 13]. Дело 
в  том, что для локального лучевого поражения 
кожи свойственно наличие латентного периода, 
длительность которого у  человека составляет 
в  среднем 1–3  недели и  зависит от дозы облуче-
ния, индивидуальной чувствительности и  ряда 
других факторов [14, 15]. Безусловно, наиболь-
шую клиническую значимость для фракцио-
нирования дозы облучения может приобрести 
метод, способный неинвазивно оценить даже ми-
нимальные локальные изменения в ткани уже на 
ранних сроках после воздействия облучения.
Цель работы  – исследование динамики флу-
оресценции экзогенного фотосенсибилизатора 
в  области лучевого поражения методом ЛФС in 
vivo.
Материал и методы
Был проведен эксперимент по моделированию 
воспаления путем облучения здоровых конеч-
ностей мышей и  изучению характера накопле-
ния экзогенного фотосенсибилизатора в  мягких 
тканях области поражения. Исследование про-
водили на мышах линии SHK (n = 12). Все экспе-
риментальные исследования были выполнены 
с  соблюдением принципов Хельсинкской декла-
рации о гуманном отношении к животным, а так-
же принципов гуманности, изложенных в  ди-
рективе Европейского сообщества (86/609/ЕС) 
и в Приказе Минздрава СССР № 755 от 12 августа 
1977 г. «О мерах по дальнейшему совершенство-
ванию организационных форм работы с исполь-
зованием экспериментальных животных».
Облучению на ротационно-конвергентном 
гамма-терапевтическом аппарате «РОКУС-АМ» 
(рис. 1) подвергалась одна (правая задняя) конеч-
ность животного. Контралатеральная конечность 
оставалась интактной. Источником в  аппарате 
«РОКУС-АМ» является 60Co, доза составила 15 Гр.
Рис. 1. Гамма-терапевтический ротационно-конвергентный 
компьютеризированный комплекс для реализации методов 
лучевой терапии «РОКУС-АМ»
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Для того чтобы зафиксировать область воз-
действия, мыши находились в период облучения 
под действием наркоза и  были закреплены на 
подложке. Облученная область формировалась 
свинцовыми брусками и  для наглядности под-
свечивалась, ее расположение представлено на 
рис. 2.
За сутки перед облучением всем животным 
внутрибрюшинно был введен фотосенсибилиза-
тор Фотосенс из расчета 2,5 мг/кг. В течение все-
го эксперимента в контрольные дни наблюдения 
проводилось измерение интенсивности флуорес-
ценции методом ЛФС in vivo. Показания снима-
лись с  поверхности кожи непосредственно над 
пораженной областью и в симметричной точке на 
контралатеральной конечности. Измерения вы-
полнялись на 0-, 3-, 7-, 10-, 14-, 17- и 21-е сутки. За 
нулевую точку взято значение флуоресценции до 
нанесения лучевого поражения. Все измерения 
проводились на многофункциональном лазерном 
диагностическом комплексе «ЛАКК-М» (рис. 3) 
[16, 17], режим работы комплекса «ЛАКК-М»  – 
«флуоресценция». Для возбуждения флуоресцен-
ции применялся лазер с длиной волны излучения 
635 нм.
Для количественной оценки наличия воспа-
ления по измеренным интенсивностям флуорес-
ценции использовался относительный индекс 
интенсивности флуоресценции мягких тканей 
η(λf), рассчитываемый по формуле:
η(λf) = If(λf) / If0(λf),
где If  – интенсивность флуоресценции области 
воспаления, If0  – интенсивность флуоресцен-
ции контралатеральной области, λf  – длина вол-
ны флуоресценции. Известно, что Фотосенс при 
воздействии света с длиной волны 635 нм может 
быть использован для флуоресцентно-диагно-
стического обследования, при этом пик интен-
сивности флуоресценции наблюдается на длине 
волны 690 нм, поэтому в данной работе для вы-
числения интенсивности флуоресценции было 
принято λf = 690 нм.
Дополнительно животные постепенно выво-
дились из эксперимента для проведения гистоло-
гического исследования пораженной конечности 
на 0-, 7- и 21-е сутки (по 2 мыши в каждой точке). 
Гистологическое исследование производилось 
по стандартному протоколу с изготовлением па-
рафиновых срезов толщиной 4  мкм и  окраской 
их гематоксилином и  эозином. Конечности жи-
вотных были исследованы полностью на разных 
уровнях, проходящих перпендикулярно оси бе-
дренной кости. Для оценки системного ответа 
у экспериментальных животных на лучевое пора-
жение в эти же сроки – на 0-, 7- и 21-е сутки – про-
водилось исследование лейкоцитарной формулы 
крови.
Результаты и обсуждение
На рис. 4  показана динамика изменения индек-
са интенсивности флуоресценции у эксперимен-
тальных животных на разных сроках после облу-
чения, усредненная по всей экспериментальной 
группе животных. Метод ЛФС выявил в среднем 
увеличение интенсивности сигнала флуоресцен-
ции в области лучевого поражения на 10–30% по 
сравнению с интактной симметричной областью 
Рис. 2. Расположение облученной области
Рис. 3. Диагностический комплекс «ЛАКК-М»
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в течение первых 16 суток эксперимента. До нача-
ла исследований и  после 16  суток индекс интен-
сивности флуоресценции оказался близок к еди-
нице. Такой период протекания воспалительного 
процесса  – порядка 14  дней  – известен в  радио-
биологии. В  этой связи логично предположить, 
что временное увеличение индекса интенсивно-
сти в течение первых 16 суток отражает локаль-
ный воспалительный ответ на лучевое воздей-
ствие. Более того, на рис. 4  ярко выражены два 
максимума значений индекса воспаления: на 3-и 
и  14-е  сутки, которые, возможно, отражают еще 
и стадии воспалительного процесса.
Известно, что локальная воспалительная ре-
акция в большинстве случаев проявляется более 
или менее стереотипными процессами в  очаге 
поражения: локальные альтеративные изменения 
сменяются преимущественно экссудативными 
реакциями и далее – в основном пролифератив-
ными процессами [18]. В  нашем эксперименте 
первый пик флуоресценции пришелся, возмож-
но, на «латентную фазу» лучевого поражения. 
Предположительно, он отражает в  основном 
альтеративные изменения в ткани и ультраструк-
турные изменения в  клетках в  ответ на повре-
ждающее воздействие. Локальное изменение ме-
таболизма тканей, высвобождение ферментов из 
клеток – сложный комплекс изменений, который 
может быть обусловлен реакцией тканей на гам-
ма-излучение. Второй пик может быть обусловлен 
развитием развернутой воспалительной реакции, 
что отразилось в изменении общего анализа кро-
ви (относительный нейтрофилез).
Исследование лейкоцитарной формулы кро-
ви у  экспериментальных животных на 0-, 7- 
и 21-е сутки выявило тенденцию к уменьшению 
абсолютного количества лейкоцитов в  сочета-
нии с относительным увеличением процентного 
содержания нейтрофилов. Такая картина, веро-
ятнее всего, отражает реактивные изменения 
крови экспериментальных животных в ответ на 
лучевое воздействие и появление местной воспа-
лительной реакции (рис. 5, 6). Как видно на гра-
фике, относительный нейтрофилез приходится 
на 7–21-е сутки. Именно в этот интервал попада-
ет второй пик флуоресценции, что, скорее всего, 
свидетельствует о  развитии развернутой мест-
ной воспалительной реакции в очаге поражения, 
куда мигрируют лейкоциты. Кроме того, извест-
но, что в  отличие от человеческой бедренная 
кость взрослой мыши содержит красный кост-
ный мозг, богатый гемопоэтическими клетками 
не только в эпифизах, но и в диафизе. В этой свя-
зи при проведении экспериментальных работ на 
мышах бедренная кость часто служит основным 
местом забора костного мозга [19]. Таким обра-
зом, облучение задней конечности для мышей 
может оказывать определенное воздействие и на 
гемопоэз, способное отразиться угнетением кро-
ветворения.
Гистологический анализ области облучения 
на 7-е сутки выявил у одного из двух выведенных 
Рис. 4. Динамика индекса интенсивности воспаления
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Рис. 5. Среднее количество лейкоцитов в клиническом анализе 
крови у экспериментальных животных
Рис. 6. Среднее процентное содержание нейтрофилов 
в клиническом анализе крови у экспериментальных животных
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из эксперимента животных в  дерме единичные 
мелкоочаговые лимфоплазмоцитарные инфиль-
траты (рис. 7), что свидетельствует о  невыра-
женном локальном воспалительном процессе. 
Следует особо отметить: данное гистологическое 
исследование совпало по времени с  «провалом» 
в  графике зависимости индекса флуоресцен-
ции от времени, поэтому выраженность воспа-
лительного процесса в  этот период времени по 
данным, полученным методом ЛФС, и не должна 
быть слишком сильной (если наше предположе-
ние верно).
Гистологическое исследование на 21-е  сутки 
выявило отсутствие патологических изменений 
в  коже, подкожной жировой клетчатке и  по-
перечно-полосатой мышечной ткани (рис. 8). 
Воспаление на 21-е  сутки не было обнаружено 
и методом ЛФС, что указывает на предваритель-
ную хорошую корреляцию результатов. Однако, 
учитывая наличие двух максимумов на рис. 4, 
в последующих экспериментах необходимо про-
ведение более частого гистологического исследо-
вания, так как не исключено, что наши предполо-
жения о стадийности воспалительного процесса 
могут оказаться не верны и, возможно, это внесет 
коррективы в предложенную интерпретацию по-
лученных результатов.
В целом исследование методом ЛФС показало 
активное достоверно повышенное накопление эк-
зогенного фотосенсибилизатора Фотосенс и, как 
следствие, повышенную интенсивность флуорес-
ценции облученной области по сравнению с ин-
тактной уже на 3-и сутки после радиационного 
воздействия. Это может в определенной степени 
повлиять на интерпретацию полученных нами 
ранее данных по динамике сигнала флуоресцен-
ции в процессе лучевой терапии онкологических 
больных [20, 21]. Увеличение флуоресценции 
в ранний период после лучевого воздействия сви-
детельствует о  высокой чувствительности мето-
да и  о возможности его применения в  практике 
лучевой терапии для индикации начала острой 
фазы лучевой реакции. Низкая же амплитуда ко-
лебаний индекса флуоресценции в данном иссле-
довании, вероятнее всего, связана с относительно 
небольшой дозой облучения для бедра мыши. 
Кроме того, объяснение патофизиологии локаль-
ных и системных изменений является пока лишь 
предположительным, более полноценное толко-
вание полученных данных можно будет сделать 
только после проведения повторных эксперимен-
тов с  большими дозами облучения и  исследова-
нием гистологической картины в  период макси-
мумов накопления фотосенсибилизатора. В свете 
изложенного в  перспективе в  аналогичном экс-
перименте крайне интересным представляется 
изучение гистологической картины и  анализов 
крови более часто по дням эксперимента, чтобы 
не пропустить период максимумов накопления 
фотосенсибилизатора.
Заключение
В ходе исследований зафиксировано достовер-
ное увеличение флуоресценции экзогенного 
фотосенсибилизатора в  изучаемой области лу-
чевого воспаления. На данном этапе работы по-
лучены первые пилотные результаты. Но они 
позволяют cделать предположение о  перспек-
тивности использования метода ЛФС с экзоген-
ным фотосенсибилизатором для качественной 
и  количественной оценки локального лучевого 
поражения (воспаления). Предложенный метод 
может найти свое применение в  клинической 
радиологии и  сделать фракционирование доз 
облучения при лучевой терапии более персона-
лизированным. 
Рис. 7. Седьмой день после облучения. Мелкоочаговые лимфоплазмоцитарные инфильтраты в дерме. 
Окраска гематоксилином и эозином. А – × 400, Б – × 100
Рис. 8. Двадцать первые сутки после облучения. 
Окраска гематоксилином и эозином, × 100
А Б
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An in vivo study of the effects of ionizing 
radiation on tissues by laser fluorescence 
spectroscopy
Background: Laser fluorescence spectroscopy 
(LFS) is widely used in various medical areas, on-
cology being the most known of them. In general, 
the LFS is used for in vivo diagnostics of tumors. 
Recent studies have shown that this method 
could be used for diagnostics of local inflamma-
tion, induced by thermal or mechanical injury. It 
is of interest if LFS could be used for assessment 
of soft biological tissue injury caused by radia-
tion exposure. Aim: To study fluorescence of an 
exogenous photosensitizer and its changes over 
time in the radiation injury area by LFS method 
in vivo. Materials and methods: The experiment 
was done in 12 outbred SHK mice whose right hind 
limbs were irradiated using a gamma-therapy de-
vice ROKUS-AM (source, 60Co, at dose of 15 Gy). 
Before irradiation, the photosensitizer Photosens 
was administered to all animals intraperitoneal-
ly at dose of 2.5 mg/kg. For 21 days fluorescence 
was assessed in vivo with a laser diagnostic system 
LAKK-M in the “fluorescence” operation mode, 
with an excitation wavelength of 635 nm. At days 7 
and 21, tissue samples from the irradiated areas of 
the model animals were studied histologically and 
differential blood cell counts were assessed simul-
taneously. Results: The LFS method showed an in-
crease in the accumulation of the photosensitizer 
in the affected area, compared to an intact contra-
lateral area, with higher signal intensity from the 
irradiated limb. The changes in the fluorescence 
signal from the affected over time had two charac-
teristic peaks at days 3 and 14, probably reflecting 
the stage of local radiation injury. Conclusion: The 
use of LFS with an exogenous photosensitizer has 
a potential for a personalized assessment of radia-
tion reactions in radiology.
Key words: spectroscopy, fluorescence, inflamma-
tion, ionizing radiation, photosensitizer
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